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Abstract: A microcosm bioassay was carried out with the soil of a mine placed in the
peninsular centre polluted by heavy metáis (Pb, Zn, Cu and Cd), for measuring the risk
associated to the application of chelate-assisted phytoremediation in these cases. Three
situations were compared: soil without EDTA addition (control), soil + 2 Tn/ha EDTA and
soil + 4 Tn/ha EDTA. We measured macroelements and metal contení in the soil and
leachates of the microcosms, pH and organic matter of the soil and biomass (both aerial and
subterranean) of the plants growth in these soils. The results show tihat the biomass of the
vegetal community suffered a significative decrease in the microcosms with EDTA addition.
On the other hand, cations increased their mobility, and showed noticeable losses Ihrough
leaching in the cases with presence of EDTA.
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Resumen: Se realizó un bioensayo en microcosmos con el suelo de una mina del centro
peninsular contaminada por metales (Pb, Zn, Cd y Cu), a fin de evaluar el riesgo asociado a la
aplicación de técnicas de fitorremediación con quelatos (EDTA) en estos casos. Se plantearon
3 situaciones: suelo sin adición de EDTA (control), suelo + 2 Tn/ha de EDTA y suelo + 4
Tn/ha de EDTA. Se midió el contenido de macroelementos y metales en el suelo y agua de
lixiviación de los microcosmos, pH y materia orgánica del suelo y biomasa (aérea y
subterránea) de las plantas crecidas. Los resultados muestran que la biomasa de la comunidad
vegetal de la mina sufrió un descenso significativo en los microcosmos con adición de EDTA.
Por otro lado, los cationes del sistema experimentaron un aumento de su movilidad a largo
plazo y pérdidas significativas por lixiviación en los casos con presencia de EDTA.
Palabras clave: Quelatos, fítorremediación, pérdida de biomasa, aumento de movilidad de
elementos
Introducción
Las técnicas de fitorremediación de metales pesados resultan especialmente útiles en
casos de contaminación difusa limitados a la capa superficial del suelo, como los que se
pueden encontrar en vertederos y antiguas minas. Estas técnicas, sin embargo, requieren aún
mucha investigación. Por ejemplo, las sustancias quelantes, que movilizan los metales
pesados del suelo haciéndolos más disponibles para las plantas e incrementando, en
consecuencia, su extracción del suelo, pueden tener efectos negativos sobre las comunidades
vegetales debido a los importantes impactos que originan en el medio edáfico (Madrid et al.
2003). Tales efectos son poco conocidos, en especial en ambientes mediterráneos, por lo que
se hace necesario plantear estudios que permitan evaluar estos efectos y sus posibles riesgos
asociados.
El emplazamiento elegido corresponde a la mina "La Económica" que se encuentra en
la provincia de Toledo, en las cercanías del río Guajaraz, al Sur del pueblo de Layos, en el
término de Mazarambroz. En ella aparecen representados dos dominios diferentes:
migmatítico de Toledo (al Norte), constituido principalmente por granitoides homogéneos y
migmatitas, y dominio de los Montes de Toledo (predominante al Sur), con presencia de
materiales paleozoicos de influencia granítica. Es una mina de orografía plana, con cotas entre
los 660 y los 750 m. Los suelos de la zona, según la FAO, fundamentalmente, son
"Leptosoles dístricos" (Álvarez et al., 1999). Esta mina de plata fue explotada hasta 150 m. de
profundidad, y permaneció en funcionamiento hasta finales los años 80 del pasado siglo. Sus
escombreras tienen un volumen de unos 25.000 m3. Su paragénesis se caracteriza por el
predominio de galena y escalenta, según el trabajo citado que concluye que son Pb y Zn los
metales que presentan concentraciones más altas en suelos y aluviones, mientras que Cu y Cd
mantienen los valores de fondo. Esta mina se encuentra en un área de retamar-tomillar con
manchas de vallicar de Agrostis castellana. Se encuentran también pastos pobres,
característicos de la zona semiárida a que corresponde este territorio.
Material y métodos
Previo al experimento se realizó un muestreo de 10 áreas, estratificado en base a la
escombrera y pastos de fisonomía diferente. En cada una de las áreas muestreadas se realizó
un inventario florístico y se analizó la fertilidad y el contenido de metales pesados del suelo.
Características químicas del área cuyo suelo se utilizó aparecen en la Tabla 1. Se tomó una
muestra de los 20 primeros centímetros de ese suelo que posteriormente se dispuso en cubetas
de microcosmos en tres casos distintos, cada uno con tres replicaciones: suelo sin enmiendas
(control), suelo con adición de 0,5 g/kg EDTA (unas 2 Tn/ha) y suelo con adición de Ig/kg
EDTA (unas 4 Tn/ha). El EDTA se añadió en solución acuosa cuatro semanas después de
haber comenzado el bioensayo.
La preparación de muestras de suelos y plantas así como la mayor parte de las técnicas
analíticas empleadas para las mismas se han realizado según Hernández y Pastor (1989). Las
muestras de las partes aéreas y subterráneas de las plantas que crecieron en los microcosmos
fueron lavadas con agua destilada y secadas en estufa a 70 °C durante 48 h. La biomasa aérea
y subterránea de cada replicación se pesó en su conjunto.
Los macronutrientes asimilables se extrajeron, después de la realización de los
bioensayos de remediación de los suelos contaminados, con una solución de acetato amónico
0,5 M a pH=7. Los metales pesados extraíbles del suelo se determinaron realizando una
extracción con DTPA 0,005 M apH =7,3 según el método expuesto por Lindsay (1978).
El contenido total de elementos de los suelos se determinó por espectroscopia de
emisión de plasma, tras moler los suelos con un mortero de ágata y someterlos a ataque ácido
con HNOs y HCICU en proporción 4:1.
Los lixiviados se recogieron directamente de cada microcosmos y se filtraron. Todos
los extractos se analizaron con espectroscopia de emisión de plasma.
El pH se determinó con un electrodo en pasta saturada La materia orgánicas de
terminó por oxidación con dicromato potásico. El nitrógeno se determinó por el método de
Kjeldahl.
Los datos de los lixiviados se analizaron con un ANOVA de Kruskal-Wallis,
comparando medias con la U de Mann Whitney. El resto han sido tratados con un ANOVA
unifactorial tras haber aplicado transformaciones logarítmicas y de Box Cox para corregir
desvíos de normalidad y homocedasticidad, comparando los grupos con LSD de Fisher. En
las tablas, no obstante, aparecen las medias y desviaciones típicas de los datos sin
transformar. En todas las tablas, letras diferentes entre valores de una misma fila indican
diferencias significativas. Si las letras van seguidas por un 1, la diferencia es significativa a
p<0,l; si no, es significativa a p<0,05. Todos los análisis estadísticos se realizaron con
STATISTICA 6.0.
Tabla 1. Características químicas del suelo de la zona elegida para el bioensayo
Maeroelementos (ppm)
Totales
Asimilables
Totales
Asimilables
Al
25097
0,12
N (%)
0,188
Ca
5856
1930
Fe
22600
6,4
K
8212
270
Metales (ppm)
Mn Zn Cu
1190 4675 404
7,4 129,2 34,7
Nitrógeno, Materia orgánica y
M.O. (%)
5,53
Na
157
10
Cd
25,4
0,98
PH
Ni
29,9
0,36
pH
6,4
Mg
2012
136
Pb
6925
137,6
Resultados
La biomasa aérea no parece experimentar cambios significativos según los distintos
tratamientos, aunque la media disminuye con respecto al control a medida que aumenta la
dosis de EDTA, (tabla 2). Lo mismo sucede con la relación biomasa aérea / biomasa
subterránea, que no varía de modo significativo.
Tabla 2. Biomasas (g/dm2 ) en los microcosmos utilizados para los bioensayos
Aérea
Subterránea
Total
Relación A / S
Control
2J±(X9a
1,1 ± (U a
3,3 ± 0,9 a
2,076 ±1,1 13 a
0,5 g EDTA
1,2 ±0,1 a
0,7 ± 0,1 b
L9±OJb
1,828 ±0,410 a
1 g EDTA
U ±0,2 a
0,4 ± 0,1 c
1,5 ± 0,2 b
2 J72 ± 0,393 a
La biomasa subterránea muestra diferencias significativas en los dos tratamientos con
EDTA, que son sensiblemente menores en los tratamientos con EDTA respecto al control, y
también entre sí, de forma que a mayor dosis de EDTA menos es la biomasa radicular. La
biomasa total presenta diferencias significativas en los tratamientos con EDTA con respecto
al control, pero, al contrario que en el caso de la biomasa subterránea, no hay diferencia para
los tratamientos con distintas dosis de EDTA (Tabla 2).
Respecto a los lixiviados recogidos de los microcosmos, el test de Kruskal-Wallis
indica que hay diferencias significativas en la cantidad de Pb, Zn, Ca, Mg, Na, Ni, Cd y Cu
para los lixiviados recogidos en todos los microcosmos a lo largo de la experimentación,
(Figura 1). Estos elementos aumentan considerablemente su presencia en los casos que
contienen EDTA con respecto al control, dado que este quelato aumenta la solubilidad de los
cationes. Sin embargo, las diferencias no son igual de significativas en todos los lixiviados
recogidos, de forma que un mismo elemento muestra distinto comportamiento frente a los
tratamientos en distintos momentos. En general la tendencia que muestran todos los
elementos es a mayor lixiviación cuanto más EDTA hay añadido en el suelo. En términos
generales, se aprecia una tendencia a liberar más cationes en el segundo lixiviado que en el
primero, y algo menos en el tercero.
Tabla 3; Contenido de elementos nutricionales totales del suelo (ppm) al finalizar el
experimento.
Elementos
Ca
K
Na
Mg
P
Control
4864,8 ± 467,23 a
10653,0 ±2936,7 a
224,7 ±32,84 a
2898,7 ±3 15,9 a
912,0 ±167,0 a
0,5 g EDTA
4668,0 ±122,78 a
9936,3 ± 2321,5 a
240,2 ±13,71 a
2682,8 ± 263,5 ab
926,8 ±50,9 a
1 g EDTA
4900,3 ± 306,67 a
5800,7 ±1495,79 a
249,0 ±39,78 a
2273,0 ± 153,54 b
1097,5 ±139,9 a
El contenido en Mg es significativamente menor en el tratamiento con mayor
contenido de EDTA (Tabla 3), lo que puede deberse a una perdida por aumento de la
solubilidad de este ion por la adición de quelatos, efecto que se podía también apreciar en los
lixiviados (Figura 1). El único macroelemento cuya biodisponibilidad se ha visto afectada a
largo plazo por la adición de esta enmienda es el Na, que es significativamente mayor en los
dos tratamientos que en el control. La aplicación de Ig/kg de EDTA aumenta
significativamente la cantidad de Na asimilable con respecto a la de 0,5 g/kg (Tabla 4).
Tabla 4. Contenido en elementos nutricionales asimilables del suelo (ppm) al finalizar el
experimento.
Elementos Control 0,5 g EDTA IgEDTA
Ca2+ 2220,00 ±105,83 a 2140,00 ± 132,29 a 2100,00 ± 125,30a
K* 145,00 ±5,00 a 136,67 ±5,77 a 163,33 ±7,64 a
Na+ 23,33 ±5,77 a 61,67 ± 2,89 b 100,00 ± 18,03 c
" 151,00 ±4,58 a 144,67 ±6,1 la 137,00 ± 8,54 a
El contenido de metales totales en los suelos de los microcosmos no ha variado
significativamente entre los tres casos (Tabla 5) pero, por otro lado, el añadido de quelatos
parece haber aumentado la movilidad de los metales pesados a largo plazo, puesto que hay
diferencias significativas en la cantidad de Cu y Cd asimilables en el tratamiento con 1 g de
EDTA. La movilidad del Al también aumenta significativamente para el tratamiento de 0,5 g
de EDTA, pero no para el de 1 g. El Pb también ha incrementado su disponibilidad, aunque
las diferencias son menos significativas (Tabla 6).
Ibdviadol lixiviado 2 lixiviados lixiviado 1 lixiviado? lixiviados
Figura 1: Análisis de los lixiviados recogidos en el bioensavo. Letras diferentes para el mismo
lixiviado indican diferencias significativas entre tratamientos a p < 0,05 para el test de
Kruskal-Wallis. Los valores para el P estaban por debajo de los límites de detección,
n Control l|0,5g/kg EDTA H 1 g/kg EDTA
Tabla 5. Contenido en metales (ppm) de los suelos al finalizar el bioensayo.
Metales
Al
Fe
Mn
Zn
Cu
Cd
Ni
Pb
Control
25628 ±5064 a
50656 ±11705 a
1118±79a
5772±1839a
117±10a
28±4a
29±4a
4023 ± 622 a
0,5 g EDTA
23085 ±4448 a
45653 ± 2770 a
988 ± 60 a
5281 ±487 a
l l l ± 5 a
27±2a
28±la
4468 ± 368 a
1 g EDTA
14655 ±2907 a
48566 ± 3760 a
973 ± 74 a
5527 ± 733 a
109±6a
28 ±4 a
27±2a
4138 ±428 a
Tabla 6. Metales asimilables al DTPA (ppm) de los suelos al finalizar el bioensayo
Metales
Al
Fe
Mn
Zn
Cu
Cd
Ni
Pb
Control
0,01 ± 0,01 a
8,75 ±5,6 la
6,52 ±4,18 a
236,83 ± 10,59 a
2,30 ±0,38 a
1,76 ±1,05 a
0,94 ± 0,64 a
178,83 ±8,5 la
0,5 g EDTA
0,06 ± 0,04 b
12,09 ±7,02 a
13,78 ± 9,89 a
234,57 ±17,18 a
3,16 ± 0,30 b
1,93 ± 2,37 a
1,14 ±1,82 a
156,88 ± 5,5 b1
1 g EDTA
0,01 ± 0,02 a
12,52 ± 3,09 a
13,72 ±5,62 a
245,74 ±6,1 la
3,68 ±0,19^
2,15 ± 0,08 b
1,34 ±0,2 la
1 54,93 ± 1 9,6 b1
El pH bajó significativamente en los casos con EDTA añadido, aunque no hay
diferencias entre las dos dosis. Esta bajada del pH podría dar lugar también a un aumento de
la movilidad de iones del suelo. Ninguno de los parámetros relacionados con la materia
orgánica (M.O., C y N) resultaron significativamente afectados por la adición de EDTA
(Tabla 7).
Tabla 7. pH y contenidos de M.O. y N del suelo al finalizar el bioensayo.
N%
Materia
PH
orgánica %
Control
0,23 ± 0,02 a
5,45 ±0,07 a
7,45 ± 0,05 a
0,5 g EDTA
0,25 ± 0,03 a
5,41 ±0,40 a
7,27 ±0,1 I b
1 g EDTA
0,25 ± 0,00 a
5,45 ± 0,38 a
7,21 ± 0,10 b
Discusión
La aplicación del quelato ha incrementado la solubilidad y disponibilidad de los
metales pesados en el suelo de la mina, así como los de los macronutrientes. Esto supone una
mayor toxicidad para las plantas asentadas sobre ese suelo, que se manifiesta en un descenso
de la productividad, puesto que la fítotoxicidad se manifiesta a menudo en una reducción de la
biomasa de las plantas, en especial de la parte radicular. También puede dar lugar a un
incremento del riesgo asociado a la presencia de contaminación, dado que los lixiviados
podrían llegar a zonas relativamente lejanas del foco de contaminación, aumentando el área
afectada. Puesto que entre los metales que han visto significativamente aumentada su
presencia en los lixiviados se encuentran el Zn y el Pb, que son bastante tóxicos, este riesgo
debe ser considerado.
Adicionalmente, puede producirse un empobrecimiento del suelo por la pérdida de
macronutrientes, según expusieron Wasay et al. (2001) y Barona et al. (2003). Así, el hecho
de que el contenido total de Mg haya disminuido significativamente en el tratamiento con
mayor contenido de EDTA puede dar lugar a largo plazo a que la fitorremediación vaya
siendo progresivamente menos eficaz, al padecer las plantas afectadas déficit nutricionales. El
EDTA es, además, persistente en el medio (Li y Suman 1996, Adiloglu 2003, Wu et al. 2004),
por lo que esta pérdida de nutrientes se podría mantener inclusive a medio y largo plazo, de
modo que el suelo no podría considerarse recuperado aún cuando, se consiguiese que los
niveles de metales pesados bajasen a niveles aceptables, puesto que habría quedado
irremisiblemente empobrecido.
El único nutriente que muestra un aumento de la solubilidad a largo plazo es el Na+,
eso puede deberse a que es el que se ve más afectado por el agente quelante. La bajada en el
pH originada también puede dar lugar a una mayor movilidad de los iones metálicos y una
pérdida de fertilidad. En teoría, una de las ventajas de los quelatos es que no producen una
acidificación del suelo fuerte, al contrario que otras técnicas de descontaminación (Zeng et al.
2004). Sin embargo, en el bioensayo con esta enmienda en el suelo, el pH bajó un par de
décimas. Es posible que este descenso se deba no tanto a la presencia del EDTA, sino a la
menor supervivencia de las especies vegetales, que hace que la capacidad de tampón del pH
sea menor, y también produce un mayor lavado del suelo al no transpirar tanta agua.
No obstante, y pese al incremento de la movilidad que el EDTA ha supuesto para los
metales del mismo, no ha habido ningún cambio notable en la composición química del suelo
a largo plazo, por lo que a la luz de nuestros resultados no puede concluirse que el EDTA
pueda utilizarse como una enmienda útil para la fítorremediación en este tipo de suelo
contaminado por la acción conjunta de diversos metales (Pb, Zn, Cu, Cd) con altas
concentraciones de los dos primeros, ya que los niveles de metales pesados no varían mucho
sin la adición de este producto.
La adición de este quelato es en ocasiones poco útil para la remediación de suelos,
porque la pérdida de biomasa de las plantas extractoras empleadas hace que la cantidad de
metales que en conjunto se extraen del sistema acabe siendo más o menos la misma que si no
se aplican quelatos, (Madrid et al. 2003). Además, los niveles de metales asimilables han
aumentado, de forma que Cu, Cd y Al aparecen como significativamente más biodisponibles
en los tratamientos con EDTA incluso al final del bioensayo (26 semanas después de la
adición del EDTA).
Conclusiones
A la vista de los resultados obtenidos, la aplicación de EDTA no parece una buena
técnica para aplicar en el suelo de la mina "La Económica" para facilitar los procesos de
remediación, puesto que supuso un impacto en la comunidad vegetal de los microcosmos
(como se puede apreciar por el descenso de la biomasa del ecosistema) sin que por ello el
suelo disminuyese significativamente su contaminación por metales pesados al final del
experimento. Adicionalmente, se originaría un empobrecimiento del sistema y un aumento de
riesgos potenciales de contaminación difusa, debidos a la pérdida de metales y de
macronutrientes por lixiviación. Estos efectos pueden perdurar bastante tiempo debido a la
naturaleza persistente del EDTA. En este caso, pues, sería recomendable aplicar a los suelos
de esta mina otro tipo de técnicas de descontaminación que presenten menos inconvenientes.
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